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/calmodulin-dependent protein kinase II (CaMKII) は中枢神経系、特に海馬領
域に多く発現している (Fukunaga et al., 1988; Ouimet et al 1984; Erondu and Kennedy, 
1985)。 CaMKII は、ドパミン、ノルアドレナリン、グルタミン酸等の神経伝達物質の
生合成・放出、及びグルタミン酸受容体活性を調節することにより、シナプス可塑性を
制御するプロテインキナーゼである。 CaMKII には 、、、 の 4 つのアイソフォ
ームが存在し、中枢神経系には主に  及び  が発現している。また、 CaMKII は 12 
量体を形成する特徴的な構造をしており、各サブユニットは触媒 (catalytic) ドメイン、
自己抑制 (autoinhibitory) ドメイン、自己会合 (association) ドメインから構成されてい
る (Fig. 1A)。通常は、触媒ドメインにある触媒部位 (S-site) 及び非リン酸化 Thr-286 結
合部位 (T-site) に自己抑制ドメインが結合し、キナーゼ活性を阻害している (Lisman et 
al., 2002; Fig. 1B)。細胞内 Ca2+ 濃度が上昇すると、 Ca2+/CaM 複合体が自己抑制ドメ
インに結合し、触媒ドメインの抑制が除かれる。活性化と同時に、 Thr-286 が自己リ
ン酸化されると、触媒ドメインの T-site が Thr-286 と結合出来なくなる (Fig. 1B)。そ
の結果、  Ca2+/CaM が解離しても  Thr-286 の自己リン酸化が持続している間は 
CaMKII 活性が維持される (Colbran et al., 1989; Fukunaga et al., 1989; Fig. 1B)。神経細胞
では、 N-metyl-D-aspartate (NMDA) 受容体あるいは、電位依存性カルシウムチャネル
を介して細胞内に Ca2+ が流入することで、 CaMKII が自己リン酸化され、恒常的に活
性を有する酵素に変化する。この恒常的に活性を有する CaMKII が海馬におけるシナ
プス長期増強 (long-term potentiation; LTP) の誘導に必須である (Colbran et al., 1989, 
Fukunaga et al., 1993)。 
シナプスの可塑的変化により、シナプス伝達効率が長期にわたり増強される 




Fig. 1 Domain structure and mechanism of activation of CaMKII (modified from Lisman et al., 
2002). 
(A) The different functional domains in the primary structure of calcium/calmodulin-dependent 
protein kinase II (CaMKII). T represents threonine residues that are crucial phosphorylation sites. 
(B) The autoinhibitory and catalytic domains form a gate which regulates activity. CaMKII is 
inhibited when the gate is closed through the autoinhibitory domain binds to the catalytic domain at 
the S and T sites (top). Ca
2+
/calmodulin binding opens the gate and CaMKII is actived (middle). In 
the presence of Ca
2+
/calmodulin, the Thr-286 site can be phosphorylated by a neighbouring subunit. 
This is also sufficient to keep the gate open state and the enzyme active even after dissociation of 







を担っている。プレシナプスにおいて、 CaMKII はシナプス小胞結合蛋白質である 
Synapsin I をリン酸化し、シナプス小胞とアクチンフィラメントとの相互作用を低下さ
せることでプレシナプス膜と小胞の融合が促進され、神経伝達物質の放出効率を亢進さ
せる。実際に、 CaMKII の自己リン酸化と Synapsin I のリン酸化が、海馬 CA1 領域
における LTP の誘導・維持に重要である (Fukunaga et al., 1995)。また、 CaMKII は開
口放出を担う蛋白質の 1 つである Syntaxin 1A と複合体を形成し、伝達物質放出を促
進する (Ohyama et al., 2002)。一方、ポストシナプスでは、 CaMKII はグルタミン酸受
容体が集中するシナプス後肥厚部 (postsynaptic density; PSD) の主構成蛋白質として存
在する。 LTP 刺激条件下では、活性化された NMDA 受容体から流入する Ca2+ によ
って CaMKII の活性化及び PSD への移行が誘導され、 CaMKII が PSD に持続的に
集積する (Otmakhov et al., 2004 ; Lisman et al., 2002) 。 そ の 結 果 、 
alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) 受容体サブユニット 1 
(GluR1) の Ser-831 をリン酸化し、 AMPA 受容体のイオン透過性を増大させる (Barria 
et al., 1997)。また、活性化 CaMKII は海馬錐体ニューロンにおいて、 GluR1 の膜移行
も促進する (Hayashi et al., 2000; Lisman et al., 2002)。これらにより、ポストシナプスの
グルタミン酸に対する AMPA 受容体の感受性が亢進し、 LTP が誘導される。また、 
CaMKII は NMDA 受容体の NR2B に直接結合し、シナプス後電流を促進する (Barria 
and Malinow, 2005)。 CaMKII 欠損及び CaMKII の 286 番目のスレオニンをアラニン
に置換し、自己リン酸化反応を阻害した遺伝子改変マウスでは、 LTP の誘導及び空間
学習及び恐怖条件付け文脈記憶が障害される (Giease et al., 1998; Irvine et al., 2011; 
Moriguchi et al., 2014; Silva et al., 1996)。以上の結果は、 CaMKII とその活性化が LTP の
誘導及び記憶・学習獲得に必須であることを示している (Fukunaga et al., 2009)。 
CaMKII 同様、 protein kinase C (PKC) も LTP の誘導に重要な役割を担ってい
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る。 PKC が活性化されると、 NMDA 受容体のイオン透過性の亢進及び膜移行が亢進
する (Lan et al., 2001; Lau and Zukin, 2007)。近年、 PKC は CaMKII の自己リン酸化反
応を間接的に調節し、 NR2B と CaMKII の相互作用を増強させることで、 NMDA 受
容体の膜移行を促進することが報告されている (Yan et al., 2011)。一方、 LTP の維持に
は cAMP response element (CRE) binding protein (CREB) の活性化による遺伝子発現が重
要な役割を担っている (Barco et al., 2005; Xia and Storm, 2005)。 CREB は CaMKII/IV、
protein kinase A (PKA) 及び extracellular signal-regulated kinase (ERK) 等の Ca2+/CaM 及
び cAMP 依存的なリン酸化酵素により、 Ser-133 がリン酸化されることで転写活性が
亢進する (Finkbeiner et al., 1997; Bibel and Barde, 2000; Xia and Storm, 2005)。 
 パーキンソン病は黒質のドパミン神経細胞の変性及び脱落により、脳内ドパミ
ン神経伝達が低下し、錐体外路症状を呈する進行性の疾患である。日本における生涯有
病率は約 0.2 % であり、アルツハイマー病に次ぐ神経変性疾患である。主に錐体外路
系障害による振戦、筋固縮及び無動などの運動症状を示すが、不安、うつ様症状及び認
知機能障害などの神経精神症状を併発する (Pillon et al., 1989; Cummings, 1992; Walsh 
and Bennett, 2001)。特に、認知機能障害は約 30-40 % のパーキンソン病患者に認められ、
患者の Quality of life (QOL) 低下の一因となっている (Cummings, 1988;  Aarsland et al., 
2005)。パーキンソン病の治療にはドパミンの前駆体である L-DOPA とドパミン脱炭酸
酵素阻害薬であるカルビドパの併用、またはドパミン受容体アゴニストのロチゴチン投
与などのドパミン置換療法が用いられている (Schapira et al., 2006)。これらの投薬によ
り、運動症状は軽減されるが、認知機能障害の改善は十分ではない (Schapira et al., 2006)。
近年、アルツハイマー病の治療薬であるドネペジルやリバスチグミンといったコリンエ
ステラーゼ阻害薬がパーキンソン病患者の認知機能障害にも有効であることが報告さ























レビー小体と呼ばれる細胞封入体が認められる (Dauer and Przedborski, 2003; Halliday et 
al., 2014)。-synclein (-syn) はレビー小体の主構成蛋白質であり、家族性若年性パーキ
ンソン病において遺伝子変異が報告されている (Polymeropoulos et al., 1997, Kruger et al., 
1998, Zarranz et al., 2004)。これらの背景から -syn 遺伝子改変マウスの解析が近年盛ん
に行われている。 ヒト -syn 過剰発現マウス及び ヒト -syn 変異 (A30P または 
A53T) 発現マウスの黒質緻密部では -syn が凝集し、加齢に伴い運動症状及び認知機
能障害を含む神経精神症状を呈する (George et al., 2008; Graham and Sidhu, 2010; 




 遺伝子要因に基づくモデル動物の他に、ドパミン神経毒である MPTP 投与に
よりドパミン神経細胞死を誘発させる薬剤投与モデル動物が広く用いられている。 
MPTP は脳に取り込まれた後、グリア細胞のモノアミンオキシダーゼ B により代謝さ
れ、 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) に変換される。 MPP+ はドーパミントランス
ポーターによって選択的にドパミン神経細胞に取り込まれ、ミトコンドリアの 
complex-I を阻害する (Dauer and Przedborski, 2003)。そのため、ミトコンドリアにおけ
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るアデノシン三リン酸 (ATP) 産生の低下及び活性酸素種 (ROS) 産生が亢進すること
でドパミン神経細胞死が起こる (Dauer and Przedborski, 2003)。その結果、 MPTP 投与
マウスではドパミン神経伝達が低下し、錐体外路系の運動機能障害及び認知機能障害を
呈する (Tanila et al., 1998; Perry et al., 2004; Zhu et al., 2011)。さらに、 MPTP 投与 4 週
間後のマウス黒質緻密部では、細胞毒性を示す -syn オリゴマーが増加している 
(Shioda et al., 2014)。 MPTP はヒトへの感受性が高く、扱いに注意を要するが、モデル
動物の作製が容易であり、且つ家族性の遺伝子背景に関わらずパーキンソン病の病理組
織学的特徴および症状を反映する。 









2-2-1. MPTP 投与による運動機能及びチロシン水酸化酵素 (TH) 発現量の経時的変化 
 最初に、 MPTP 投与による運動機能機能への影響をローターロッド及びビー
ムウォーキング試験法により評価した。ローターロッド試験において、 MPTP 最終投
与 2 週間以降、ローラーから落下するまでの時間が有意に短縮した (Saline 投与群 (4 
weeks): 280.8±16.7 s; MPTP 投与群 (4 weeks): 184.1±44.6 s, p < 0.05 vs. Saline 投与群; Fig. 
2A)。同様に、ビームウォーキング試験においても、 MPTP 最終投与 1 週間後から、
足を踏み外す回数が有意に増加した (Saline 投与群 (4 weeks): 2.3±0.4 s; MPTP 投与群 
(4 weeks): 4.6±0.6, p < 0.05 vs. Saline 投与群; Fig. 2B)。これらの結果から、 MPTP 投与
による運動機能障害が確認された。一方、赤外線センサーにより一時間あたりの自発運
動量を測定したが、 Saline 投与群及び MPTP 投与群において有意な変化はなかった 
(Fig. 2C)。 MPTP 投与マウスではドパミン合成の律側酵素である TH 蛋白質量が低下
するため (Heikkila and Sonsalla, 1987)、運動機能を支配している線条体において MPTP 
投与による TH 蛋白質量の経時的変化を検討した。免疫ブロット法による解析により、 
MPTP 最終投与 1 週間後から TH 蛋白質量が減少し、 4 週間後においてもこの低下









Fig. 2 Motor deficits and decreased protein level of striatal TH in MPTP-treated mice. 
(A) Analyses of motor function with rota-rod task in MPTP-treated mice compared with 
saline-treated mice (n = 7 per group). (B) Analyses of motor function with beam walking task in 
MPTP-treated mice compared with saline-treated mice (n = 7 per group). (C) Measurement of basal 
locomotor activity in MPTP-treated mice and saline-treated mice. (D) Representative images of 
immunoblots using antibody against TH. (E) Quantitative analyses of protein level of striatal TH as 
analyzed by densitometry (n = 4). Data are expressed as the seconds (A), number (B) and percentage 
(E) of value of saline-treated mice. *, p < 0.05 ; **, p < 0.01 versus the control of saline-treated mice. 





2-2-2. MPTP 投与による線条体における CaMKII 自己リン酸化反応の経時的変化 
 次に、線条体において MPTP 投与により影響を受けるプロテインキナーゼに
ついて検討した。 MPTP 最終投与 1 週間目から CaMKII (Thr-286) 自己リン酸化反
応が顕著に低下していた (1 week: 26.7±6.1% of control, p < 0.01 vs. Saline 投与群; 4 
weeks: 46.2±11.8% of control, p < 0.01 vs. Saline 投与群; Fig. 3A, B)。 CaMKII 全蛋白質量
に変化はなかった (Fig. 3A)。一方、 PKC (Ser-657) 自己リン酸化反応及び ERK リン
酸化反応は MPTP 投与により影響されなかった (Fig. 3A, B)。次に、 CaMKII のプレ
シナプス及びポストシナプスの基質である synapsin I (Ser-603) 及び GluR1 (Ser-831) 
リン酸化反応を検討した。線条体において、 CaMKII 自己リン酸化反応の低下と同様
に、 GluR1 (Ser-831) リン酸化反応が MPTP 最終投与 1 週間目から低下した (1 week: 
58.6±4.6% of control, p < 0.01 vs. Saline 投与群; 4 weeks: 47.7±4.2% of control, p < 0.01 vs. 
Saline 投与群; Fig. 3C, D)。一方、 synapsin I (Ser-603) リン酸化反応に変化はなかった 








Fig. 3 Reduction of CaMKII (Thr-286) autophosphorylation and GluR1 (Ser-831) 
phosphorylation in the striatum from MPTP-treated mice.  
(A) Representative images of immunoblots using antibodies against autophosphorylated CaMKII 
(Thr-286) (50 kDa), CaMKII (50 kDa), autophosphorylated PKC (Ser-657) and phosphorylated 
ERK. (B) Quantitative analyses of autophosphorylated CaMKII (Thr-286) and PKC (Ser-657) 
and phosphorylated ERK as analyzed by densitometry (n = 4 per group). (C) Representative images 
of immunoblots using antibodies against phosphorylated synapsin I (Ser-603), synapsin I, GluR1 
(Ser-831) and GluR1. (D) Quantitative analyses of phosphorylated synapsin I (Ser-603), synapsin I, 
GluR1 (Ser-831) and GluR1 as analyzed by densitometry (n = 4 per group). Data are expressed as 
the percentage of value of saline-treated mice. **, p < 0.01 versus the control of saline-treated mice. 






2-2-3. MPTP 投与による空間記憶及び認知機能の経時的変化 
 MPTP 投与による認知機能への影響を、新奇物体認識試験により評価した 
(Prickaerts et al., 2002)。訓練試行では、MPTP 最終投与 1 から 4 週間後のいずれにお
いても、両群共に物体に対する接触割合に変化はなかった (Fig. 4A)。試験試行におい
て、 Saline 投与群は新奇物体を認識し、新奇物体への接触割合は約 60-70 % を示した 
(Fig. 4A)。 MPTP 最終投与 2 週間目までは、 MPTP 投与群も新奇物体を認識できて
いたが、 3 及び 4 週間目では、 MPTP 投与群は新奇物体を認識できなかった (Fig. 
4A)。次に、 Y 型迷路試験を用い、空間記憶を評価した。 MPTP 最終投与後のいずれ
の時期においても、 total arm entry 数及び交替率に変化はなかった (Fig. 4B, C)。さら
に認知機能障害について検討するために、恐怖条件付け受動回避試験を用い、文脈記憶
を評価した。受動回避試験は、新奇物体認識試験及び Y 型迷路試験終了後に行った。
電気刺激 1 日後、両群共に暗室に進入するまでの時間は遅延する (Fig. 4D, E)。電気刺
激 5 日後において、 Saline 投与群と比較し、 MPTP 投与群では暗室への進入時間の
遅延が短縮していた (Saline 投与群: 266.4±23.0 s; MPTP 投与群: 169.6±7.6 s, p < 0.05 vs. 








Fig. 3 Deficits in cognitive function by novel object recognition task and passive avoidance 
task. 
(A) The discrimination index of object exploration was shown as times to interest familiar and novel 
objects in the test session after 1 h of training session at 1 to 4 weeks after saline and MPTP 
treatment in mice (n = 5 per group). (B) Total arm entry in Y-maze task was measured 1 to 4 weeks 
after MPTP treatment (n = 5 per group). (C) Alternation in Y-maze task was measured 1 to 4 weeks 
after MPTP treatment (n = 5 per group). (D) Latency time in passive avoidance task was measured 4 
weeks after MPTP treatment (n = 5 per group). (E) The latency time on retention trials in 
MPTP-treated mice as compared with that in saline-treated mice (n = 5 per group). Data are 
expressed as compared the percentage (A), seconds (E) of value of saline-treated mice. *, p < 0.05 ; 





2-2-4. MPTP 投与による海馬 CA1 領域の神経可塑性への影響 
 MPTP 最終投与 4 週間後、受動回避試験において、 MPTP 投与マウスでは海馬
依存的な文脈記憶が障害されていた。そこで、海馬 CA1 領域において LTP を測定した。
海馬 LTP はシェファー側枝に高頻度刺激 (100 Hz) を 2 回与えることで誘導した。 Saline 
投与群と比較し、 MPTP 投与群では LTP の誘導及び維持が低下していた (Saline 投与群: 
167.6±13.1% of the baseline at 60 min; MPTP 投与群; 123.1±3.2% of the baseline at 60 min, p < 
0.05 vs. Saline 投与群; Fig. 5A, B, C)。また、0.1-1.0 mA の範囲で input-output 関係を測定し
た所、 MPTP 投与群及び Saline 投与群間に有意な変化はなかった (Fig. 5D)。さらに、
paired-pulse 試験により、連続した 2 回の刺激による興奮性シナプス後集合電位 (fEPSP) 
の比を検討することで、プレシナプス機能を評価した。いずれの刺激間隔においても MPTP 
投与群及び Saline 投与群の間に有意な変化はなかった (Fig. 5E)。以上の結果は、海馬 LTP 







Fig. 5 Impairment of NMDAR-dependent LTP in the hippocampal CA1 region.  
(A) Representative fEPSPs were recorded from the CA1 region in saline-treated mice and 
MPTP-treated mice (n = 5 per group). (B) Changes in slope of fEPSPs following HFS recorded in 
the CA1 region was attenuated in MPTP-treated mice as compared with that in saline-treated mice (n 
= 5 per group). (C) Changes in slope of fEPSPs following HFS were represented in saline-treated 
mice and MPTP-treated mice (n = 5 per group). (D) Input-output relationship was recorded in 
saline-treated mice and MPTP-treated mice. High intensity stimulated responses does not affect 
between saline-treated mice and MPTP-treated mice (n = 5 per group). (E) The rations of second to 
the first fEPSPs with various inter-pulse intervals were indistinguishable among MPTP-treated mice 
and Saline-treated mice (n = 5 per group). Data are expressed as the percentage of value of 
saline-treated mice. *, p < 0.05 ; **, p < 0.01 versus the control of saline-treated mice. (Modified 





2-2-5. MPTP 投与による海馬 CA1 領域における CaMKII 自己リン酸化反応の経時
的変化 
 次に、 MPTP 投与マウスにみられる認知機能及び海馬 LTP 障害に関与する細
胞内情報伝達機構を同定するために、海馬 CA1 領域おいて記憶・学習獲得に重要なプ
ロテインキナーゼのリン酸化反応について検討した。認知機能及び海馬 LTP 障害と相
関し、 CaMKII (Thr-286) 自己リン酸化反応が MPTP 最終投与 3-4 週間目に低下して
いた (3 weeks: 82.4±7.0% of control, p < 0.05 vs. Saline 投与群; 4 weeks: 73.0±3.4% of 
control, p < 0.01 vs. Saline 投与群; Fig. 6A, B)。線条体同様、 CaMKII 全蛋白質量に変化
はなかった。一方、 PKCa (Ser-657) 自己リン酸化反応及び ERK リン酸化反応は MPTP 
投与群において有意な変化はなかった (Fig. 6A, B)。  
 CaMKII 自己リン酸化反応の低下に伴い、 GluR1 (Ser-831) リン酸化反応が 
MPTP 最終投与 3-4 週間目では有意に低下していた (Fig. 6C, D)。一方、 synapsine I 
(Ser-603) リン酸化反応に変化はなかった。以上の結果から、海馬 CA1 領域における







Fig. 6 Reduction of CaMKII (Thr-286) autophosphorylation and GluR1 (Ser-831) 
phosphorylation in the hippocampal CA1 region from MPTP-treated mice. 
(A) Representative images of immunoblots using antibodies against autophosphorylated CaMKII 
(Thr-286) (50 kDa), CaMKII (50 kDa), autophosphorylated PKC (Ser-657) and phosphorylated 
ERK. (B) Quantitative analyses of autophosphorylated CaMKII (Thr-286) and PKC (Ser-657) 
and phosphorylated ERK as analyzed by densitometry (n = 4 per group). (C) Representative images 
of immunoblots using antibodies against phosphorylated synapsin I (Ser-603), Synapsin I, 
phosphorylated GluR1 (Ser-831) and GluR1. (D) Quantitative analyses of phosphorylated synapsin I 
(Ser-603) and GluR1 (Ser-831) as analyzed by densitometry. Data are expressed as the percentage of 
value of saline-treated mice (n = 4 per group). *, p < 0.05 ; **, p < 0.01 versus the control of 





2-2-6. MPTP 投与による海馬 CA3 及び歯状回 (DG) 領域における CaMKII 自己リ
ン酸化反応の経時的変化 
 海馬 CA3 及び DG 領域における興奮性グルタミン酸神経の入力は、記憶の固
定並びに維持に必須であるため (O'Reilly and McClelland, 1994)、 CaMKII 自己リン酸化
反応と GluR1 リン酸化反応を両領域においても検討した。海馬 CA3 領域において、 
CaMKII (Thr-286) 自己リン酸化反応及び GluR1 (Ser-831) リン酸化反応は、 MPTP 最
終投与 3-4 週間目に有意に低下していた (CaMKII(Thr-286), 3 weeks: 49.8±2.9% of 
control, p < 0.01 vs. Saline 投与群; 4 weeks: 57.9±4.2% of control, p < 0.01 vs. Saline 投与
群; GluR1(Ser-831), 3 weeks: 56.3±2.5% of control, p < 0.01 vs. Saline 投与群; 4 weeks: 
55.8±3.4% of control, p < 0.01 vs. Saline 投与群; Fig. 7A , B)。興味深いことに、 DG 領域
において、MPTP 最終投与 1 週間目から、 CaMKII (Thr-286) 自己リン酸化反応及び 
GluR1 (Ser-831) リン酸化反応が共に低下していた  (CaMKII (Thr-286), 1 week: 
71.7±10.8% of control, p < 0.05 vs. Saline 投与群; 4 weeks: 51.5±5.3% of control, p < 0.01 vs. 
Saline 投与群; GluR1(Ser-831), 1 week: 78.0±0.6% of control, p < 0.01 vs. Saline 投与群; 4 
weeks: 63.9±5.5% of control, p < 0.01 vs. Saline 投与群; Fig. 7C, D)。この結果は、 DG 領







Fig.6 Reduction of CaMKII (Thr-286) autophosphorylation and GluR1 (Ser-831) 
phosphorylation in the hippocampal CA3 and DG region from MPTP-treated mice.  
(A) Representative images of immunoblots using antibodies against autophosphorylated CaMKII 
(Thr-286) (50 kDa), CaMKII (50 kDa), phosphorylated GluR1 (Ser-831) and GluR1 in the CA3 
region as analyzed by densitometry. (B) Quantitative analyses of autophosphorylated CaMKII 
(Thr-286) and GluR1 (Ser-831) in the CA3 region as analyzed by densitometry (n = 4 per group). 
(C) Representative images of immunoblots using antibodies against autophosphorylated CaMKII 
(Thr-286) (50 kDa), CaMKII (50 kDa), phosphorylated GluR1 (Ser-831) and GluR1 in the DG 
region as analyzed by densitometry. (D) Quantitative analyses of autophosphorylated CaMKII 
(Thr-286) and GluR1 (Ser-831) in the DG region as analyzed by densitometry (n = 4 per group). 
Data are expressed as the percentage of value of saline-treated mice. *, p < 0.05 ; **, p < 0.01 versus 







 本研究では、行動薬理学、生化学及び電気生理学的手法を用い MPTP 投与マ
ウスにおける認知機能障害のメカニズムについて検討を行った。特に、本実験において 
(1) MPTP 投与後の運動機能障害と認知機能障害の発症には時間的な差異があること、
(2) MPTP 投与マウスにおいて海馬 LTP の誘導及び維持が障害されること、さらに、 
(3) 線条体及び海馬 CA1、 CA3 及び DG 領域において、 CaMKII 自己リン酸化反応
及び GluR1 リン酸化反応の低下が顕著であることを明らかにした。  
 右側内側前脳束に 6-hydroxydopamine (6-OHDA) を注入し、パーキンソン様症
状を引き起こしたラット線条体では、 GluR1 膜発現量及び GluR1 (Ser-831) リン酸化
反応が低下している (Ba et al., 2006)。また、 L-DOPA の投与により、GluR1 膜発現量
及び GluR1 (Ser-831) リン酸化反応の低下が改善し、 6-OHDA 注入ラットにみられる
旋回行動が改善する。この改善作用は CaMKII の阻害薬である KN-93 投与により抑
制される (Ba et al., 2006)。本研究において、運動機能障害と良く相関し、 MPTP 最終
投与 1 週間目から CaMKII 自己リン酸化反応及び GluR1 リン酸化反応の低下が確認
された (Fig. 4)。活性化 CaMKII は GluR1 Ser-831 をリン酸化し、 AMPA 受容体のイ
オン透過性を増大させるだけでなく、GluR1 膜移行も促進する (Barria et al., 1997, 
Hayashi et al., 2000; Lisman et al., 2002)。これらのことは、 MPTP 投与による線条体の 
CaMKII 自己リン酸化反応の低下が運動機能障害に部分的に関与していることを示唆
している。 
 MPTP 投与マウスでは、認知機能障害に伴い、海馬 CA1 領域において NMDA 
受容体依存性 LTP の障害が認められた (Fig. 6)。海馬は腹側被蓋野及び黒質からドパミ
ン神経の入力を受けている (Gasbarri et al., 1994)。このドパミン神経回路は海馬依存的
な学習獲得に重大な役割を担っている (Lemon and Manahan-Vaughan, 2006; Lisman and 
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Grace, 2005)。また、ドパミン D1/D5 受容体アゴニスト刺激は LTP を促進し、空間記
憶能力を向上させる (Bach et al., 1999; da Silva et al., 2012; Swanson-Park et al., 1999; 
Lemon and Manahan-Vaughan, 2006)。さらに、ドパミン D1 受容体欠損マウスは記憶障
害と海馬 LTP 障害を示す (Granado et al., 2008; Ortiz et al., 2010)。 加えて、急性 MPTP 
投与マウスにおいて、海馬ドパミン量の低下に伴い、海馬 LTP が障害される (Zhu et al., 
2011)。6-OHDA 注入ラットにおいても、海馬 LTP 障害が認められ、これが L-DOPA の
投与に改善される (Costa et al., 2012)。従って、本研究に用いた MPTP 5 日間連続投与
マウスにおいても、ドパミン神経伝達の低下が海馬 LTP 障害を引き起こすと考えられ
る。 
 本研究において、 MPTP 投与による海馬へのドパミン神経投射の低下が、海
馬 CA1、CA3 及び DG 領域において CaMKII 自己リン酸化反応の低下を引き起こす
ことを明らかにした。 CaMKII 自己リン酸化反応及び GluR1 (Ser-831) リン酸化反応の
低下は、 DG 領域では、 MPTP 投与後 1 週間目に、 CA1 及び CA3 領域では MPTP 
投与後 3-4 週間目にみられた (Fig. 5 and 6)。新奇物体認識試験による結果から、MPTP 
投与マウスにおける認知機能障害には海馬 CA1 及び CA3 領域の CaMKII 活性低下
が重要であると考えられる。興味深いことに、受動回避試験において、 Saline 投与マ
ウスに比べ、 MPTP 投与マウスでは記憶保持障害が示唆された (Fig. 3)。前脳特異的 
CaMKII 欠損マウスの実験から、記憶保持及び想起障害は海馬ではなく、皮質依存的で
あることが報告されている (Frankland et al., 2001)。実際に、 MPTP 投与マウスの皮質
領域においても CaMKII 自己リン酸化反応及び GluR1 リン酸化反応が低下していた 
(data not shown)。よって、 MPTP が引き起こす記憶・認知機能障害には海馬領域のみ
ならず、他脳領域、特に皮質領域へのドパミン神経投射の低下が関与していると考えら
れる。 
 ERK は増殖促進因子活性化プロテインキナーゼ (MAPK) の一種であり、増殖
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因子、サイトカイン及びストレス応答など様々な刺激により活性化される (Ip and Davis, 
1998; Sakata et al., 1999)。過去の報告から、 MPP+ を処置したヒト由来神経芽細胞腫 
SH-SY5Y 細胞及び初代培養アストロサイトでは  ERK 活性が亢進している 
(Gomez-Santos et al., 2002; Kim et al., 2013)。その結果、 MPP+ によって活性化された 
ERK は NF-B シグナルを活性化し、炎症性サイトカイン産生を亢進することで神経
細胞死を助長する (Dhawan and Richmond, 2002; Kim et al., 2008; Lee et al., 2014)。過去の
報告から、MPTP投与により、アストロサイト及びミクログリアにおいて ERK の活性
の亢進が認められる (Karunakaran et al., 2008; Lee et al., 2014)。一方、若年性パーキンソ
ン病関連遺伝子である Smad3 の欠損マウスのドパミン神経細胞では、 ERK シグナル
が低下している (Tapia-Gonzalez et al., 2011)。以上の報告は、パーキンソン病において、 
ERK 活性は神経細胞及びグリア細胞間では異なっており、これが病変形成及び進行に
関連していることを示唆している。本研究では、 MPTP 投与マウスの線条体及び海馬





ロット法を用いた本稿では ERK 活性は変化しないと結論付けたい。 
 CaMKII 同様、 PKC 及び ERK も海馬 LTP の誘導・維持に必須のプロテイ
ンキナーゼである (Collingridge et al., 2004; Xia and Storm, 2005)。本研究において、MPTP 
投与マウス海馬 CA1 領域における PKC 及び ERK のリン酸化反応に変化はなかっ
た。故に、 MPTP 投与マウスにおける認知機能障害には PKC 及び ERK 活性は関与
しないと考えられる。結論として、 MPTP 投与マウスにおける認知機能障害には、ポ





 本研究において、 MPTP (25 mg/kg, i.p.) を 5 日間連続投与されたマウスでは、
投与 1 週間後から運動機能障害及び 3-4 週間目に認知機能障害が確認された。 MPTP 
投与マウスの線条体では、運動機能障害と相関し、  MPTP 最終投与 1 週間後から 
CaMKII 自己リン酸化反応及び GluR1 (Ser-831) リン酸化反応が低下した。 一方、海馬 
CA1 及び CA3 領域では MPTP 最終投与 3-4 週間目に CaMKII 自己リン酸化反応及
び GluR1 (Ser-831) リン酸化反応が低下した。 CaMKII 自己リン酸化反応低下に伴い、 
MPTP 最終投与 4 週間目の海馬では、 LTP の誘導が部分的に障害された。一方、
CaMKII 同様、記憶・学習獲得に必須のプロテインキナーゼである PKC 及び ERK の
活性は MPTP 投与によっても変化はなかった。以上の結果から、 MPTP 投与マウスに












 第二章の結果から、 MPTP 投与マウスにおける認知機能障害には海馬におけ
る CaMKII 活性低下が関与することが示された。従って、 CaMKII 活性を亢進させる
薬物は MPTP 投与マウスの認知機能障害を改善する可能性がある。当研究室において、
抗認知症作用を示す陳皮の主構成成分である nobiletin が海馬領域の CaMKII 活性を
亢進し、一過性脳虚血後の記憶障害及び  LTP 障害を改善することを報告した 
(Yamamoto et al., 2009)。 Nobiletin はアルツハイマー病の治療や予防候補薬開発を目的
とした天然化合物のスクリーニング過程で発見されたポリメトキシフラボンの一つで
ある (Liu, 1993; Ohizumi, 1997; Obara et al., 2002; Fig. 8)。 Nobiletin は培養ラット海馬神
経細胞において、 protein kinase A (PKA) 及び ERK を活性化し、 CREB リン酸化反応
を促進する (Nagase et al., 2005a, b)。しかしながら、これらの詳細な作用機構について
は未だ不明なままである。ラット由来副腎髄質細胞である PC12 細胞を用いた in vitro 
の実験から、 nobiletin (100 M) がホスホジエステラーゼ (PDE) を阻害することで、 
フォルスコリン誘発性 cAMP 産生を促進することが報告されている (Nagase et al., 
2005b)。さらに、 nobiletin (1-100 M) はウシ由来副腎髄質細胞において、電位依存性 
Ca
2+
 チャネル活性化を介し、カテコールアミン分泌及び 45Ca2+ 流入を促進する (Zhang 
et al., 2010)。しかしながら、脳内において、 nobiletin の細胞内 Ca2+ 流入促進作用とそ
の薬理作用との関連性は未だ不明な点が多い。 













Fig. 8 The chemical structure of nobiletin.  







3-2-1. MPTP 誘発性運動機能障害に対する nobiletin の改善効果 
 初めに、 MPTP によって引き起こされる行動障害に対する nobiletin の改善効
果について検討した。第二章における検討から MPTP の亜慢性投与により、運動機能
は 2 週間後、認知機能は 4 週間後に障害される。従って、行動薬理試験は MPTP 最
終投与 2 及び 4 週間目に行った (Fig. 9)。また、 nobiletin は MPTP 最終投与後 24 時
間後から、 25 mg/kg または 50 mg/kg を 1 日 1 回腹腔内に 2 週間投与した (Fig. 9)。 
第二章の結果と同様に、ローターロッド試験において、 MPTP 投与群では回
転しているローラーから落下するまでの時間が有意に短縮した (2 weeks: Saline 投与群, 
277.2 ± 10.4s; MPTP 投与群, 137.9 ± 23.6s, p < 0.01 vs. Saline 投与群; 4 weeks: Saline 投
与群, 277 ± 12.6s; MPTP 投与群, 155.8 ± 25.6s, p < 0.01 vs. Saline 投与群; Fig. 10A, B)。
MPTP 最終投与 2 週間後では、 nobiletin (50 mg/kg, i.p.) 投与により、 MPTP 投与群
にみられる落下時間の短縮が改善された (243 ± 16s, p > 0.05 vs. Saline 投与群, p < 0.01 
vs. MPTP 投与群;Fig. 10A, B)。興味深いことに、 nobiletin 投与終了 2 週間後において
も改善効果が持続していた (258.7 ± 17.1s, p > 0.05 vs. Saline 投与群, p < 0.01 vs. MPTP 
投与群; Fig. 10A, B)。 
 ビームウォーキング試験においても、 MPTP 投与群において、踏み外し回数
の増加が確認された (2 weeks: Saline 投与群, 2.2 ± 0.2; MPTP 投与群, 6.1 ± 0.3, p < 0.01 
vs. Saline 投与群; 4 weeks: Saline 投与群, 2.1 ± 0.3; MPTP 投与群, 7.0 ± 0.8, p < 0.01 vs. 
Saline 投与群; Fig. 10C, D)。 Nobiletin (50 mg/kg, i.p.) 投与により、MPTP 投与群におけ
る足踏み外し回数の増加は改善され、この改善効果は nobiletin 投与終了 2 週間後も持
続していた (2 weeks: 3.2 ± 0.2, p < 0.05 vs. Saline 投与群, p < 0.01 vs. MPTP 投与群; 4 
weeks: 4.1 ± 0.3, p < 0.05 vs. Saline 投与群, p < 0.01 vs. MPTP 投与群; Fig. 10C, D)。一方、 
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Fig. 9 Experimental schedule. 






Fig. 10 Nobiletin improves motor deficits observed in MPTP-treated mice. 
(A, B) Analyses of motor coordination based on a rotarod task at 2 and 4 weeks (wks) after the final 
MPTP injection. Decreased latency before falling from a rolling drum seen in MPTP mice is 
improved by nobiletin (50 mg/kg, i.p.) treatment at both weeks [vehicle treated-control: n = 11; 
nobiletin (50 mg/kg, i.p.) treated-control: n = 5; vehicle treated-MPTP: n = 10; nobiletin (25 mg/kg, 
i.p.) treated-MPTP: n = 5; nobiletin (50 mg/kg, i.p.) treated-MPTP: n = 11]. Error bars represent 
SEM. *p < 0.05 vs. vehicle-treated control mice; **p < 0.01 vs. vehicle-treated control mice; 
##
p < 
0.01 vs. MPTP-treated mice. (C, D) Analyses of motor coordination based on a beam walking task 
administered at 2 and 4 weeks (wks) after the final MPTP injection. Nobiletin (50 mg/kg, i.p.) 
treatment ameliorated increases in missteps in MPTP-treated mice. [vehicle treated-control: n = 11; 
nobiletin (50 mg/kg, i.p.) treated-control: n = 5; vehicle treated-MPTP: n = 10; nobiletin (25 mg/kg, 
i.p.) treated-MPTP: n = 5; nobiletin (50 mg/kg, i.p.) treated-MPTP: n = 11]. Error bars represent 
SEM. *p < 0.05 vs. vehicle-treated control mice; **p < 0.01 vs. vehicle-treated control mice; 
##
p < 
0.01 vs. MPTP-treated mice. veh: vehicle treatment, MPTP: MPTP treatment, Nob 25: nobiletin 




3-2-2. MPTP 誘発性認知機能障害に対する nobiletin の改善効果 
 次に、 MPTP 投与マウスにみられる認知機能障害に対する nobiletin の改善効
果について検討した。受動回避試験において、 MPTP 投与群では電気刺激による恐怖
条件付け後、明室から暗室への進入時間が Saline 投与群と比較し、短縮した (Saline 投
与群: 298.5 ± 1.5s; MPTP 投与群: 217.8 ± 27.4s, p < 0.01 vs. Saline 投与群; Fig. 11B)。 
Nobiletin (50 mg/kg, i.p.) 投与により、 MPTP 投与群にみられる進入時間の短縮が改善
された (282.5 ± 11.6s, p < 0.05 vs. Saline 投与群 and p < 0.05 vs. MPTP 投与群; Fig. 11B)。 
Nobiletin 及び MPTP 投与が電気刺激に対する感受性に影響を与えるかどうか検討す
るために、マウスが暗室から明室へ逃避する最小電流を測定した。その結果、全ての群
の間に、電気刺激に対する感受性の変化はなかった (Saline 投与群, 0.145 ± 0.013 mA; 
Saline 投与群 treated with nobiletin 50 mg/kg, 0.153 ± 0.019 mA; MPTP 投与群, 0.144 ± 
0.013 mA; MPTP 投与群 treated with nobiletin 50 mg/kg, 0.157 ± 0.007 mA)。従って、 MPTP 
投与による進入時間の短縮及び nobiletin による改善効果は電気刺激への感受性の変化
に起因するのではなく、 MPTP 投与により障害された文脈記憶が nobiletin 投与によっ
て改善されることが示している。 
 次に、新奇物体認識試験を用い認知機能を評価した (Prickaerts et al., 2002)。訓
練試行では、全群ともに両物体に対する接触割合に変化はなかった (Fig. 11C)。試験試
行では、 Saline 投与群は新奇物体を認識し、既存物体よりも新奇物体への接触割合が
高い (Fig. 11D)。しかしながら、 MPTP 投与群は新奇物体を認識できなかった (Fig. 
11D)。一方、 nobiletin (50 mg/kg, i.p.) を投与した MPTP 投与群では、既存物体よりも
新奇物体への接触割合が増加していた (Fig. 11D)。訓練及び試験試行において、物体に
対する全接触回数は全群間に変化はなかった (Fig. 11E, F)。また、 Saline 投与群に 
nobiletin (50 mg/kg, i.p.) を投与しても、認知機能に影響はなかった (Fig. 11D)。以上の






Fig. 11 Nobiletin improves impaired cognitive function seen in MPTP-treated mice based on 
novel object recognition and passive avoidance tasks.  
(A) Latency times in a passive avoidance task were measured 4 weeks after the final MPTP injection. 
No differences in latency were seen on the first trials among all groups. (B) Latency time on 
retention trials in MPTP-treated mice was significantly decreased compared with that seen in vehicle 
treated-control mice. Nobiletin (50 mg/kg, i.p.) treatment significantly improved latency time 
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compared with MPTP-treated mice [vehicle treated-control: n = 11; nobiletin (50 mg/kg, i.p.) 
treated-control: n = 5; vehicle treated-MPTP: n = 10; nobiletin (25 mg/kg, i.p.) treated-MPTP: n = 5; 
nobiletin (50 mg/kg, i.p.) treated-MPTP: n = 11]. Error bars represent SEM. *p < 0.05 vs. 
vehicle-treated control mice; 
#
p < 0.05 vs. MPTP-treated mice. (C) The number of responses to 2 
objects in the novel object recognition task was measured at 4 weeks after the final MPTP injection. 
No differences were seeen between groups in the trial session. (D) MPTP-treated mice could not 
discriminate novel from familiar objects, but nobiletin treatment at 50 mg/kg i.p. improved the 
discrimination index of MPTP-treated mice [vehicle treated-control: n = 11; nobiletin (50 mg/kg, 
i.p.) treated-control: n = 5; vehicle treated-MPTP: n = 10; nobiletin (25 mg/kg, i.p.) treated-MPTP: n 
= 5; nobiletin (50 mg/kg, i.p.) treated-MPTP: n = 11]. Error bars represent SEM. **p < 0.01 vs. the 
familiar group. (E, F) The number of contacts to the objects in trial and test sessions was not affected 
by MPTP injection and nobiletin treatment. veh: vehicle treatment, MPTP: MPTP treatment, Nob 25: 
nobiletin treatment at 25 mg/kg i.p., Nob 50: nobiletin treatment at 50 mg/kg i.p. (Modified from 





3-2-3. MPTP 誘発性ドパミン神経細胞死に対する nobiletin の神経保護作用の検討 
 Nobiletin は一過性脳虚血が引き起こす遅延性の神経細胞死に対し、神経保護作
用を示すため (Yamamoto et al., 2009)、 nobiletin が MPTP 投与によるドパミン神経細
胞死に対しても保護効果を示すか検討した。腹側被蓋野及び黒質緻密部において、ドパ
ミン神経細胞のマーカーである TH 陽性細胞数を免疫組織化学染色法により評価した 
(Fig. 12A, B)。 Saline 投与群に比べ、 MPTP 投与群では両領域における TH 陽性細胞
が激減していた (腹側被蓋野: 46.9 ± 9.1% of control, p < 0.01 vs. Saline 投与群; 黒質緻密
部: 59.7 ± 8.4% of control, p < 0.01 vs. Saline 投与群; Fig. 12A, B)。予想外な事に、 
nobiletin (50 mg/kg, i.p.) 投与によっても、 MPTP が引き起こすドパミン神経細胞死は抑
制されなかった (腹側被蓋野: 53.7 ± 10% of control, p < 0.01 vs. Saline 投与群, p > 0.05 vs. 
MPTP 投与群; 黒質緻密部: 53.8 ± 10.8% of control, p < 0.01 vs. Saline 投与群, p > 0.05 vs. 
MPTP 投与群; Fig. 12A, B)。一方、 nobiletin 単独ではドパミン神経細胞に影響を与え









Fig. 12 Nobiletin treatment does not protect against MPTP-induced loss of dopaminergic 
neurons in the VTA and SNpc. 
(A) Representative histological sections of VTA and SNpc areas in control and MPTP-treated mice 
treated with nobiletin (50 mg/kg, i.p.) or vehicle. The middle and lower panels show higher 
magnification in the area VTA and SNpc, respectively. Scale bars: low magnification, 250 m; high 
magnification, 50 m. (B) Cell viability was assessed in 4 groups in the areas inside the white dotted 
rectangle in the panels in (A) and is expressed as a percentage of the average number of viable cells 
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from vehicle-treated control mice. Nobiletin (50 mg/kg, i.p.) treatment did not exert a 
neuroprotective effect in MPTP-treated mice (n = 4 per groups). Error bars represent SEM. **p < 
0.01 vs. vehicle-treated control mice. veh: vehicle treatment, MPTP: MPTP treatment, Nob 50: 





3-2-4. nobiletin の線条体における細胞内情報伝達機構への作用 
 Nobiletin による行動障害改善効果は神経保護作用に基づくものではないため
に、次に細胞内情報伝達機構に対する作用について検討した。 MPTP 投与マウスの線
条体では、 PKC 及び ERK リン酸化反応は変化せず、 CaMKII 自己リン酸化反応の
みが低下している (Fig. 3)。また、 nobiletin は培養海馬神経細胞において cAMP シグ
ナルを亢進する (Matsuzaki et al., 2008)。従って、運動機能及び認知機能障害に対する 
nobiletin の改善作用機構を明らかにするために、  CaMKII 自己リン酸化反応及び 
cAMP-PKA の下流分子である  dopamine- and cAMP-regulated phosphoprotein-32 
(DARPP-32) (Thr-34) リン酸化反応を検討した。第二章の結果と同様、 MPTP 投与マウ
スの線条体では、 CaMKII 自己リン酸化反応が有意に低下していた (58.1 ± 11.3% of 
control, p < 0.05 vs. Saline 投与群; Fig. 13A, C)。MPTP 投与によって全 CaMKII 蛋白質
量に影響はなかった (Fig. 3 and 13)。また、 DARPP-32 (Thr-34) リン酸化反応も低下し
ていた (49.1 ± 19.2% of control, p < 0.01 vs. Saline 投与群; Fig. 13A, B)。線条体では、 
MPTP 投与により DARPP-32 蛋白質量が低下していたため、リン酸化反応を全蛋白質
量により補正した。その結果、補正した後でも DARPP-32 リン酸化反応は有意に低下
していた (63.6 ± 16.2% of control, p < 0.05 vs. Saline 投与群; Fig. 13E)。 Nobiletin (50 
mg/kg, i.p.) 投与により、 MPTP 投与群にみられる CaMKII 自己リン酸化反応及び 
DARPP-32 リン酸化反応の低下が改善された (CaMKII autophosphorylation: 100.9 ± 
13.5% of control, p > 0.05 vs. Saline 投与群, p < 0.05 vs. MPTP 投与群; DARPP-32 
phosphorylation: 120.1 ± 13.7% of control, p > 0.05 vs. Saline 投与群, p < 0.01 vs. MPTP 投
与群; Fig. 13A, C)。標準化した DARPP-32 リン酸化反応も、 nobiletin (50 mg/kg, i.p.) 投
与により改善された (149.1 ± 9.5% of control, p < 0.05 vs. Saline 投与群, p < 0.01 vs. 




 TH はドパミン合成の律側酵素であり (Molinoff and Axelrod, 1971)、 CaMKII 
及び PKA によりリン酸化されることで活性化される (Daubner et al., 2011; Kumar et al., 
2003)。 MPTP 投与により、線条体における TH 蛋白質量は低下した (56.1 ± 6.1% of 
control, p < 0.01 vs. Saline 投与群; Fig. 13B, D)。 Nobiletin 投与によっても、 MPTP 投
与群の TH 蛋白質量の低下は改善されなかった (nobiletin 25 mg/kg: 43.9 ± 3.7% of 
control, p < 0.01 vs. Saline 投与群, p > 0.05 vs. MPTP 投与群; nobiletin 50 mg/kg: 51 ± 
57.2% of control, p < 0.01 vs. Saline 投与群, p > 0.05 vs. MPTP 投与群; Fig. 13B, D)。次に、 
CaMKII、 PKA 及び ERK それぞれによってリン酸化される TH Ser-19、 Ser-40 及び 
Ser-31 のリン酸化反応を検討した。 MPTP 投与群の線条体では TH 蛋白質量同様、リ
ン酸化反応が有意に低下していた (Ser-19: 45.2 ± 4.8% of control, p < 0.01 vs. Saline 投与
群; Ser-40: 34.9 ± 4.7% of control, p < 0.01 vs. Saline 投与群; Ser-31: 57.3 ± 5.2% of control, 
p < 0.01 vs. Saline 投与群; Fig. 13B, D)。興味深いことに、 nobiletin の投与により、 TH 
Ser-19 及び Ser-40 リン酸化反応の低下が改善した (Ser-19: 59.1 ± 7% of control, p < 
0.01 vs. Saline 投与群, p < 0.05 vs. MPTP 投与群; Ser-40: 48.1 ± 8.8% of control, p < 0.01 vs. 
Saline 投与群, p < 0.05 vs. MPTP 投与群; Fig. 13B, D)。一方、 ERK によってリン酸化さ
れる  Ser-31 のリン酸化反応の低下は  nobiletin 投与によっても改善されなかった 
(54.9 ± 7.9% of control, p < 0.01 vs. Saline 投与群, p > 0.05 vs. MPTP 投与群; Fig. 13B, D)。
全 TH 蛋白質量でリン酸化反応を標準化しても、  MPTP 投与により Ser-19 及び 
Ser-40 のリン酸化反応が低下し (Ser-19: 80.9 ± 5.6% of control, p < 0.05 vs. Saline 投与
群; Ser-40: 62.6 ± 3.1% of control, p < 0.01 vs. Saline 投与群; Fig. 14F)、これらリン酸化反
応の低下は、 nobiletin 投与により改善した (Ser-19: 115.5 ± 2.9% of control, p < 0.05 vs. 
Saline 投与群, p < 0.01 vs. MPTP 投与群; Ser-40: 94.1 ± 2.1% of control, p > 0.05 vs. Saline 
投与群, p < 0.01 vs. MPTP 投与群; Fig. 13F)。一方、標準化した Ser-31 リン酸化反応は
各群間に有意な変化はなかった。以上の結果は、 MPTP 投与マウスの線条体において、 
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Fig. 13 Nobiletin enhances TH phosphorylation by up-regulating CaMKII and cAMP signaling 
in the striatum of MPTP-treated mice. 
(A, B) Representative images of western blots probed with antibodies against autophosphorylated 
CaMKII (Thr 286), CaMKII, phosphorylated DARPP-32 (Thr 34), DARPP-32, phosphorylated ERK 
1/2, ERK, phosphorylated TH (ser 19, ser 40 and ser 31) and TH in the striatum. (C) Densitometric 
quantitation of phosphorylation of CaMKII (Thr 286), DARPP-32 (Thr 34) and ERK 1/2. (D) 
Densitometric quantitation of TH (Ser 19, Ser 40 and Ser 31) phosphorylation and total TH protein is 
shown based on analysis of raw optical densit. (E, F) Densitometric quantitation of CaMKII (Thr 
286), DARPP-32 (Thr 34), ERK 1/2 and TH (Ser 19, Ser 40 and Ser 31) phosphorylation is shown 
by normalizing to density of respective total protein. Data are expressed as a percentage of value of 
vehicle-treated animals (n = 4 per group). Error bars represent SEM. *p < 0.05 vs. vehicle-treated 
control mice; **p < 0.01 vs. vehicle-treated control mice; 
#
p < 0.05 vs. vehicle-treated MPTP mice; 
##
p < 0.01 vs. vehicle-treated MPTP mice. veh: vehicle treatment, N25: nobiletin treatment at 25 




3-2-5. nobiletin の海馬 CA1 領域における細胞内情報伝達機構への作用 
 MPTP 投与マウスにおける認知機能障害には、海馬領域の CaMKII 活性低下
が関与するため、 nobiletin が低下した CaMKII 自己リン酸化反応を改善するか検討し
た。予想通り、 MPTP 投与によって低下する CaMKII 自己リン酸化反応は (63.9 ± 
3.8% of control, p < 0.01 vs. Saline 投与群; Fig. 14A, C)、 nobiletin 投与によって改善した 
(92.7 ± 9.1% of control, p > 0.05 vs. Saline 投与群, p < 0.05 vs. MPTP 投与群; Fig. 14A, C)。
また、海馬 CA1 領域においても、MPTP 投与によって DARPP-32 リン酸化反応が低
下した (64.1 ± 7.8% of control, p < 0.05 vs. Saline 投与群; Fig. 14A, C)。 DARPP-32 リン
酸化反応の低下は nobiletin 投与によって改善した (117.5 ± 10.6% of control, p > 0.05 vs. 
Saline 投与群, p < 0.01 vs. MPTP 投与群; Fig. 14A, C)。線条体とは違い、海馬 CA1 領域
において DARPP-32 の全蛋白質量に変化はなかった。 CaMKII 自己リン酸化反応及び 
DARPP-32 リン酸化反応をそれぞれの全蛋白質量によって補正しても、 MPTP 投与に
よってこれらのリン酸化反応は低下した (CaMKII autophosphorylation: 65.9 ± 4.6% of 
control, p < 0.01 vs. Saline 投与群; DARPP-32 phosphorylation: 42.7 ± 6.7% of control, p < 
0.01 vs. Saline 投与群; Fig. 14E)。 一方、 ERK リン酸化反応及び全蛋白質量は全群と
もに変化はなかった。 
 次に、 MPTP 投与マウス海馬 CA1 領域における TH 蛋白質量及びリン酸化
反応に対する nobiletin の効果を検討した。 MPTP 投与マウス海馬 CA1 領域において、 
TH 蛋白質量は低下しており (63.4 ± 1.7% of control, p < 0.01 vs. Saline 投与群; Fig. 14B, 
D)、 nobiletin 投与によっても改善されなかった (nobiletin 25 mg/kg: 66.6 ± 1.4% of 
control, p < 0.01 vs. Saline 投与群, p > 0.05 vs. MPTP 投与群; nobiletin 50 mg/kg: 63 ± 3% 
of control, p < 0.01 vs. Saline 投与群, p > 0.01 vs. MPTP 投与群; Fig. 14B, D)。 MPTP 投与
により、 TH リン酸化反応は低下していた (Ser-19: 67.8 ± 5.2% of control, p < 0.01 vs. 
Saline 投与群; Ser-40: 73.8 ± 3.8% of control, p < 0.05 vs. Saline 投与群; Ser-31: 55.2 ± 
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9.2% of control, p < 0.05 vs. Saline 投与群; Fig. 14B, D)。しかしながら、線条体と異なり、 
TH 全蛋白質量によりリン酸化反応を補正すると Saline 投与群と有意な差はなかった 
(Fig. 14F)。これらの結果は、 MPTP 投与マウス海馬 CA1 領域における TH リン酸化
反応の低下は、全蛋白質量の低下に起因することを示唆している。興味深いことに、 
nobiletin (50 mg/kg, i.p.) は低下した TH Ser-19 及び Ser-40 リン酸化反応を改善した 
(Ser-19: 93.4 ± 4% of control, p > 0.05 vs. Saline 投与群, p < 0.01 vs. MPTP 投与群; Ser-40: 
94.9 ± 4.3% of control, p > 0.05 vs. Saline 投与群, p < 0.05 vs. MPTP 投与群; Fig. 14B, D)。
さらに、 TH 全蛋白質量でリン酸化反応を補正すると、 nobiletin (50 mg/kg, i.p.) 投与
により、 Ser-19 及び Ser-40 リン酸化反応が亢進していた (Ser-19: 148.6 ± 6.1% of 
control, p < 0.01 vs. Saline 投与群, p < 0.05 vs. MPTP 投与群; Ser-40: 150 ± 3% of control, p 
< 0.01 vs. Saline 投与群, p < 0.01 vs. MPTP 投与群; Fig. 14F)。一方、いずれの検討におい
ても、 nobiletin 投与によって TH Ser-31 リン酸化反応に変化はなかった (Fig. 14)。以
上の結果から、 MPTP 投与マウスの海馬 CA1 領域において nobiletin は CaMKII 及







Fig. 14 Nobiletin rescues TH phosphorylation by increasing CaMKII and cAMP signaling in 
the hippocampal CA1 region of MPTP-treated mice 
(A, B) Representative images of western blots probed with antibodies against autophosphorylated 
CaMKII (Thr 286), CaMKII, phosphorylated DARPP-32 (Thr 34), DARPP-32, phosphorylated ERK 
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1/2, ERK, phosphorylated TH (Ser 19, Ser 40 and Ser 31) and TH in the hippocampal CA1. (C) 
Densitometric quantitation of CaMKII (Thr 286), DARPP-32 (Thr 34) and ERK 1/2 phosphorylation. 
(D) Densitometric quantitation of TH (Ser 19, Ser 40 and Ser 31) phosphorylation and total TH 
protein is shown based on analysis of raw optical density.  (E, F) Densitometric quantitation of 
CaMKII (Thr 286), DARPP-32 (Thr 34), ERK 1/2 and TH (Ser 19, Ser 40 and Ser 31) 
phosphorylation is shown by normalizing to density of respective total protein. Data are expressed as 
percentage of the value seen in vehicle-treated mice (n = 4 per group). Error bars represent SEM. *p 
< 0.05 vs. vehicle-treated control mice; **p < 0.01 vs. vehicle-treated control mice; 
#
p < 0.05 vs. 
vehicle-treated MPTP mice; 
##
p < 0.01 vs. vehicle-treated MPTP mice. veh: vehicle treatment, N25: 
nobiletin treatment at 25 mg/kg i.p., N50: nobiletin treatment at 50 mg/kg i.p. (Modified from 






3-2-6. 線条体及び海馬 CA1 領域におけるドパミン量の検討 
 Nobiletin が MPTP 投与マウスの TH リン酸化反応低下を改善したため、 MPTP 
によって低下したドパミン量が改善しているか検討した。 MPTP 投与群の線条体及び海馬 
CA1 領域ではドパミン量が激減していた (線条体: 2023.6 ± 445.8 ng/g tissue, p < 0.01 vs. 
Saline 投与群; 海馬 CA1 領域: 6.3 ± 1.1 ng/g tissue, p < 0.05 vs. Saline 投与群; Fig. 15)。予想
通り、 nobiletin (50 mg/kg, i.p.) は両領域におけるドパミン量の低下を改善した (線条体: 
5337 ± 800.8 ng/g tissue, p > 0.05 vs. Saline 投与群, p < 0.05 vs. MPTP 投与群; 海馬 CA1 領
域: 15.9 ± 3.2 ng/g tissue, p > 0.05 vs. Saline 投与群, p < 0.05 vs. MPTP 投与群; Fig. 15)。 
 
 
Fig. 15 Effects of nobiletin on MPTP-induced decreased dopamine contents in the striatum and 
hippocampal CA1 region. 
Dopamine contents in the striatum (left) and hipocampal CA1 region (Right) were measured 4 weeks 
after the final MPTP injection (n = 4-6 per group). Error bars represent SEM. *p < 0.05 vs. 
vehicle-treated control mice; **p < 0.01 vs. vehicle-treated control mice; 
#
p < 0.05 vs. 
vehicle-treated MPTP mice; veh: vehicle treatment, N50: nobiletin treatment at 50 mg/kg i.p. 





3-2-7. nobiletin の線条体及び海馬 CA1 領域におけるドパミン遊離作用の検討 
 マイクロダイアリシス法を用い、線条体及び海馬領域における TH リン酸化反
応亢進の生理的な役割について検討した。期待した通り、 naïve マウスの海馬 CA1 領
域において、 nobiletin は投与量依存的にドパミン遊離を亢進させた。 Nobiletin によ
るドパミン遊離は、腹腔内投与 18 分後に最大になった (25 mg/kg, i.p.: 111.3 ± 1.5% of 
control, p < 0.05 vs. 溶媒投与群; 50 mg/kg, i.p.: 131.6 ± 2.8% of control, p < 0.01 vs. 溶媒投
与群; Fig. 16A, B)。 Naïve マウスの背側線条体においても、 nobiletin 投与量依存的に、
細胞外ドパミン量が増加した (25 mg/kg, i.p.: 104.9 ± 1.6% of control, p > 0.05 vs. 溶媒投
与群; 50 mg/kg, i.p.: 114 ± 2.2% of control, p < 0.01 vs. 溶媒投与群; Fig. 16C, D)。 
 次に、 nobiletin の経口投与による効果について検討した。  Nobiletin (250 
mg/kg) は経口投与によっても、海馬 CA1 領域のドパミン放出を亢進させた (50 mg/kg, 
p.o.: 104.1 ± 2.7% of control, p < 0.05 vs. 溶媒投与群; 250 mg/kg, p.o.: 119.2 ± 2.3% of 
control, p < 0.01 vs. 溶媒投与群)。 
 MPTP 投与マウスの線条体及び海馬 CA1 領域においても、 nobiletin がドパ
ミン放出を亢進させるかどうか検討した。 MPTP 最終投与 4 週間後においても、 
nobiletin (50 mg/kg, i.p.) 投与により、両脳領域においてドパミン遊離が亢進した (線条
体: 111.6 ± 2.5% of control, p < 0.05 vs. MPTP 投与－溶媒投与群; 海馬 CA1 領域; 116.8 
± 2.8% of control, p < 0.01 vs. MPTP 投与－溶媒投与群; Fig. 16E, F, G, H)。これらの結果











Fig. 16 Nobiletin promotes dopamine release in the striatum and hippocampal CA1 region of 
naïve and MPTP-treated mice. 
(A, B) Time zero defines the point immediately following intraperitoneal nobiletin administration. 
Dopamine levels in dialysates were measured every 6 min in CA1 (n = 5 per group). Nobiletin 
enhanced dopamine levels dose-dependently (n = 5 per group). Error bars represent SEM. **p < 
0.01 vs. vehicle-treated naïve mice. (C, D) Time zero is defined as above. Dopamine levels in 
dialysates were measured every 6 min in the striatum (n = 4-5 per group). Nobiletin (50 mg/kg, i.p.) 
administration enhanced dopamine levels (n = 4-5 per group). Error bars represent SEM. *p < 0.05 
vs. vehicle-treated naïve mice; **p < 0.01 vs. vehicle-treated naïve mice. (E, F, G, H) Time zero 
defines the point immediately following intraperitoneal nobiletin administration. Dopamine levels in 
dialysates were measured every 6 min in the CA1 (E, F) and striatum (G, H) 4 weeks after final 
MPTP injection (n = 4 per group). Nobiletin (50 mg/kg, i.p.) administration significantly enhanced 
dopamine levels Error bars represent SEM. *p < 0.05 vs. MPTP-treated mice injected vehicle; **p < 
0.01 vs. MPTP-treated mice injected vehicle. veh: vehicle treatment, Nob 25: nobiletin treatment at 





3-2-8. nobiletin のドパミン遊離亢進作用機構の検討 
 過去の報告から、 nobiletin が P/Q 型ではなく、 L 型及び N 型電位依存性 
Ca
2+
 チャネル活性化を介し、カテコールアミン分泌を促進する(Zhang et al., 2010)。そ
こで、海馬 CA1 領域における nobiletin のドパミン遊離亢進作用に対する電位依存性 
Ca
2+
 チャネル阻害薬の効果について検討した。 NNC 55-0396、 ニフェジピン及び -
コノトキシン GVIA はそれぞれ T 型、 L 型及び N 型電位依存性 Ca2+ チャネルの特
異的な阻害薬であり、これら阻害薬はマイクロダイアリシスプローブを介して作用させ
た。ドパミン反応の安定後、 naïve マウス腹腔内に nobiletin (50 mg/kg, i.p.) または溶
媒を投与した。興味深いことに、 nobiletin のドパミン遊離亢進作用は、 NNC 55-0396 
またはニフェジピンの前処置により抑制された (dopamine responses; nobiletin + NNC 
55-0396: 112.5 ± 4.4% of control, p > 0.05 vs. 溶媒投与群, p < 0.05 vs. nobiletin 投与群; 
nobiletin + nifedipine: 111.1 ± 3.5% of control, p > 0.05 vs. 溶媒投与群, p < 0.05 vs. nobiletin 
投与群; Fig. 17A, B)。対照的に、 -コノトキシン GVIA の前処置では、 nobiletin のド
パミン遊離亢進作用は抑制されなかった (128.4 ± 4.9% of control, p < 0.01 vs. 溶媒投与
群, p > 0.05 vs. nobiletin 投与群; Fig. 17A, B)。さらに、 NNC 55-0396 及びニフェジピン
両阻害薬の併用により、  nobiletin のドパミン遊離亢進作用は完全に抑制された 
(nobiletin + combination: 98.9 ± 4.6% of control, p > 0.05 vs. 溶媒投与群, p < 0.01 vs. 
nobiletin 投与群; Fig. 17A, B)。溶媒投与によっては、いずれの条件下においてもドパミ
ン放出に影響はなかった (Fig. 17B)。これらの結果は、海馬 CA1 領域において、 









Fig. 17 Acute nobiletin administration induces T- and L-type voltage-dependent Ca
2+
 
channel-dependent dopamine release in the hippocampal CA1 region.  
(A) NNC 55-0396 or nifedipine treatment through the microdialysis probe partially inhibited 
dopamine release and when combined abolished nobiletin (50 mg/kg, i.p.)-induced dopamine levels 
in CA1 (n = 5 per group). (B) Quantitation of dopamine responses (n = 5 per group). The integrated 
values of dopamine levels for 30 min are calculated after intraperitoneal nobiletin administration. 
Error bars represent SEM. *p < 0.05 vs. vehicle-treated naïve mice; **p < 0.01 vs. vehicle-treated 
naïve mice; 
#
p < 0.05 vs. nobiletin (50 mg/kg, i.p.)-treated naïve mice; 
##
p < 0.01 vs. nobiletin (50 
mg/kg, i.p.)-treated naïve mice. veh: vehicle treatment, Nob 50: nobiletin treatment at 50 mg/kg i.p., 
NNC: NNC 55-0396 treatment, Nife: nifedipine treatment, -ctx: -conotoxin GVIA treatment. 







 本研究では、 nobiletin は MPTP が誘発する錐体外路系運動機能障害及び認知
機能障害を、ドパミン神経保護作用によらず改善することを示した。 Nobiletin による
行動障害改善作用は、 MPTP 投与後の線条体及び海馬 CA1 領域において低下してい
る CaMKII 及び PKA シグナルの改善と良く相関した。特に重要な知見として、(1) 
nobiletin が MPTP 投与マウス線条体及び海馬 CA1 領域の TH リン酸化反応を顕著
に亢進させること、 (2) nobiletin 投与により、線条体及び海馬 CA1 領域でドパミン遊




nobiletin の細胞保護効果に関する知見も多く存在する。 Nobiletin は NF-B の核内移
行を阻害し、リポポリサッカライドにより誘導される炎症性サイトカイン産生を抑制す
る (Cui et al., 2010)。さらに、 nobiletin は、短波長紫外線照射によるシクロオキシゲナ
ーゼ-2 誘導に伴うプロスタグランジン E2 (PGE2) 産生増加を抑制する (Tanaka et al., 
2004)。 PC12 細胞を用いた実験では、 nobiletin が内在性抗酸化物質であるグルタチオ
ンの合成を亢進し、抗酸化作用を示す (Su et al., 2012)。これらの報告から、 nobiletin が
様々な刺激に対し、抗炎症及び抗酸化作用により、細胞保護作用を示すことがわかる。 
MPTP の神経毒性はミトコンドリア障害による酸化ストレスの亢進とミクログリア活
性化による PGE2 産生増加に起因するため (Carrasco et al., 2007; Knott et al., 2000; 
Smeyne and Jackson-Lewis, 2005)、 nobiletin は MPTP の神経毒性に対しても細胞保護的
であると予想したが、ドパミン神経保護効果は認められなかった (Fig. 12)。これらの差
異は、 nobiletin 投与の時期に起因すると考えられる。本研究では、 MPTP (25 mg/kg, i.p.) 
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を 1 日 1 回 5 日間投与した 24 時間後から nobiletin を投与しているが (Fig. 9)、上
記 in vitro における抗炎症及び抗酸化作用の実験は全て nobiletin の前処置によるもの
である (Cui et al., 2010; Tanaka et al., 2004; Su et al., 2012)。また、 nobiletin の脳虚血に
対する神経保護効果も虚血前投与によるものである (Yamamoto et al., 2009; Zhang et al., 
2013a)。 MPTP 腹腔内投与 3 時間後には脳内で MPP+ 濃度が上昇しており (Fujita et 
al., 2009)、本研究における nobiletin 投与時には、すでにドパミン神経細胞障害の進行
が深刻であったため、保護できなかったと考えられる。実際、 nobiletin を MPP+ と同
時期に投与することで、ドパミン神経が保護されることが最近報告された (Jeong et al., 
2014)。 
 TH のリン酸化部位として N 末端に Ser-8, Ser-19, Ser-31 及び Ser-40 が存在
する (Campbell et al., 1986; Haycock, 1990)。 CaMKII は主に Ser-19 のリン酸化を担っ
ているが、 Ser-40 もリン酸化する (Daubner et al., 2011; Dunkley et al., 2004)。 Ser-19 リ
ン酸化反応は直接 TH 活性に影響は与えないが、 Ser-19 及び Ser-40 両部位がリン酸
化されることで、脱リン酸化酵素である protein phosphatase (PP) 2A により脱リン酸化
されにくくなる (Daubner et al., 2011; Kleppe et al., 2001)。一方、 Ser-40 は主に PKA 及
び CaMKII によりリン酸化を受け、補酵素であるテトラヒドロビオプテリン (BH4) と
の解離定数 (Km) の低下及び最大反応速度 (Vmax) が上昇することで TH 活性を亢進
する (Daubner et al., 2011; Kleppe et al., 2001)。 ERK 1/2 は Ser-31 のリン酸化反応を担
っており、 Vmax に影響はないが、 BH4 Km 値が低下する (Daubner et al., 2011; Kleppe 
et al., 2001; Dunkley et al., 2004)。 Ser-8 も ERK 1/2 によりリン酸化されるが、その機能
については明らかにされていない (Daubner et al., 2011; Dunkley et al., 2004)。本研究では、 
nobiletin が MPTP 投与マウスの線条体及び海馬 CA1 領域において、 TH Ser-19 及び 
Ser-40 リン酸化反応を亢進することを見出した。以上のことから、 nobiletin は ERK 
活性に影響を与えず、 CaMKII 及び PKA 活性を亢進すると考えられる。 Nobiletin に
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よる PKA 活性化は DARPP-32 (Thr-34) リン酸化反応の亢進によっても確認している。
さらに、 MPTP 投与によって低下したドパミン量が改善していることから、 in vivo に
おいて、 TH リン酸化反応の上昇により TH 活性が亢進することが示唆される (Fig. 
15)。 
 ドパミン量及び DARPP-32 リン酸化反応の改善と関連し、海馬領域における
ドパミン神経伝達機構は認知・学習機能に重要な役割を担っている  (Lemon and 
Manahan-Vaughan, 2006; Lisman and Grace, 2005)。海馬 CA1 領域ではドパミン受容体の 
D1 及び D5 受容体が高発現しており、これらのアゴニストは LTP を促進し、空間記
憶能力を向上させる (Bach et al., 1999; da Silva et al., 2012; Swanson-Park et al., 1999; 
Lemon and Manahan-Vaughan, 2006)。また、 L-DOPA 投与による認知機能障害改善作用
はドパミン D1/D5 受容体アンタゴニストによって消失する (Costa et al., 2012)。ドパミ
ン D1 受容体が活性化されると cAMP 産生が増加し、 PKA が活性化される。活性化
された PKA は DARPP-32 (Thr-34) をリン酸化し、 CaMKII の脱リン酸化酵素である 
PP1 活性を抑制する (Hansen and Manahan-Vaughan, 2014; Jay, 2003)。さらに、PKA は 
GluR1 (Ser-845) をリン酸化し、 GluR1 内在化の抑制及び AMPA受容体電流を促進す
る (Lee et al., 2003, Wang et al., 2005)。実際に、ドパミン D1 受容体アゴニストやコカイ
ン及びメタンフェタミンなどの間接的なドパミン受容体アゴニストが GluR1 (Ser-845) 
リン酸化反応を亢進する (Price et al., 1999, Snyder et al., 2000)。最近、ドパミン D2 で
はなく、 D1 受容体アゴニストが NMDA 受容体の膜発現量を促進することが報告さ
れている (Gao and Wolf, 2008)。 本研究では、 nobiletin 投与により、 MPTP 投与によ
り低下したドパミン量が線条体及び海馬 CA1 両領域において改善していた。さらに、
低下した DARPP-32 (Thr-34) リン酸化反応が nobiletin 投与により改善していること
から、 cAMP/PKA シグナルが改善していることがわかる。一方、ドパミン D5 受容体
は IP3 受容体を介し、小胞体から細胞質へ Ca
2+





 感受性分子を活性化する (Hansen and Manahan-Vaughan, 2014; Hasbi et al., 2010)。従
って、  MPTP 投与マウスにおける  nobiletin の運動、認知機能障害及び低下した 
CaMKII 自己リン酸化反応の改善作用には、ドパミン神経伝達機構の改善が一部関与し
ていると考えられる。 
 本研究において、 nobiletin (250 mg/kg) の経口投与によっても、海馬 CA1 領
域のドパミン遊離を亢進することを確かめた。これは、臨床応用を検討する上で重要な
知見である。高速液体クロマトグラフィー法及び陽電子放射型断層（PET）撮影法によ
る検討から、 nobiletin は末梢から投与後、速やかに脳内に移行し、 3-5 分程度で最大
濃度に達する (Saigusa et al., 2011; Asakawa et al., 2011)。 Nobiletin は経口、腹腔内及び
静脈投与により、脳内にそれぞれ投与量の約 7、45 及び 80 % 取り込まれる (Saigusa et 
al., 2011; Asakawa et al., 2011)。これらの報告から、nobiletin 25 mg/kg 及び 50 mg/kg を
腹腔内に投与すると、脳内ではそれぞれ約 27 M 及び 55 M、 50 mg/kg 及び 250 
mg/kg の経口投与では、約 9 M 及び 44 M の濃度に達していると予想される。ラッ
ト培養海馬神経細胞では  cAMP/PKA/CREB シグナルを最大限活性化するために、
nobiletin 30 M が必要である (Saigusa et al., 2011)。従って、 nobiletin のドパミン遊離
促進作用には、 cAMP/PKA シグナルを十分に活性化する濃度が必要であることが示唆
される。  
 一方、 nobiletin による海馬 CA1 領域のドパミン遊離亢進作用には電位依存
性 Ca2+ チャネルが関与していた。ウシ由来副腎髄質細胞において、 nobiletin (1-100 
M) は P/Q 型ではなく、 L 型及び N 型電位依存性 Ca2+ チャネル活性化を介し、カ
テコールアミン分泌及び  45Ca2+ 流入を促進する  (Zhang et al., 2010)。対照的に、 
nobiletin のドパミン遊離亢進作用は、 L 型及び T 型電位依存性 Ca2+ チャネル阻害薬
により抑制されるが、 N 型電位依存性 Ca2+ チャネル阻害薬では抑制されなかった。
これらの差異は in vivo における海馬神経細胞の活動と in vitro の副腎髄質細胞の反
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応の違いによると考えられる。今回使用した -コノトキシン GVIA 100 nM は、げっ
歯類の海馬において high-K+ 刺激によるセロトニン及び GABA 遊離を有意に抑制で
きる濃度である (Kawata et al., 2001, Yoshida et al., 2007)。従って、本実験においても、
海馬 CA1 領域の N 型電位依存性 Ca2+ チャネル阻害効果は十分であったと推測され
る。 T 型電位依存性 Ca2+ チャネルサブユニット、 Cav3.1、 Cav3.2 及び Cav3.3 は
それぞれ海馬に高発現している (Talley et al., 1999)。さらに、当研究室では、海馬にお
ける T 型電位依存性 Ca2+ チャネルの活性化がアセチルコリン遊離を促進し、認知機
能を向上させることを報告している (Moriguchi et al., 2012a; Yamamoto et al., 2013)。 
 代表的な L 型及び T 型電位依存性 Ca2+ チャネルの阻害薬及びアゴニストを
まとめた (Fig. 18)。 Ca2+ チャネル 1 サブユニットは 6 回膜貫通領域が 4 回繰り返
された構造 (リピート I-IV) をしている。各  サブユニットの第 5 及び第 6 膜貫通
領域 (S5、S6) がポアを取り囲み、S6 がポアの内壁を形成している (Adachi-Akahane, 
2004)。過去の報告から、 電位依存性 Ca2+ チャネル阻害薬及びアゴニストの多くが 1 
サブユニットに結合することが知られている (Adachi-Akahane, 2004)。 L 型電位依存性 
Ca
2+ チャネルアゴニストである S-(-)-Bay K 8644 及び FPL-64176 は、 1 サブユニッ
ト IIIS5-S6 の Ser-1115 及び Phe-1112 に結合し、チャネル開口時間を延長させる 
(Adachi-Akahane, 2004; Yamaguchi et al., 2000; Yamaguchi et al., 2003)。一方、ミベフラジ
ルは T 型だけでなく、 L 型電位依存性 Ca2+ チャネルを阻害するが、 非加水分解性
アナログである NNC 55-0396 は T 型特異的な阻害薬である (Huang et al., 2004)。これ
ら構造と nobiletin の構造を比較すると (Fig. 8 and Fig. 18)、構造の類似性は乏しい。よ
って、 nobiletin が L 型及び T 型電位依存性 Ca2+ チャネルに直接結合し、活性化し
ているとは本研究では断定できない。L 型及び T 型電位依存性 Ca2+ チャネルは様々
なプロテインキナーゼによってリン酸化されることで活性が調節されており、特に、 
CaMKII 及び PKA によるリン酸化は両チャネルを活性化する (Vandael et al., 2013; 
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Wang et al., 2009; Zhang et al., 2013b)。従って、 nobiletin の電位依存性 Ca2+ チャネル活
性化作用も  CaMKII 及び  PKA シグナル活性化機構が関与する可能性がある。 
Nobiletin による L 型及び T 型電位依存性 Ca2+ チャネル活性化機構については、さ
らなる検討が必要である。 
 ドパミン補充療法、主に L-DOPA とカルビドパの併用により、パーキンソン
病の運動機能障害は寛解される (Rascol et al., 2000)。しかしながら、 L-DOPA の長期投
与はジスキネジアの誘発及び wearing-off 現象等の問題点がある (Fahn, 2005; Melo et 
al., 2010)。興味深いことに、 nobiletin は MPTP 投与マウスの運動機能及び認知機能障
害の両方を改善し、 2 週間の休薬後も改善効果が持続していた。さらに、うつ病はパ
ーキンソン病の神経精神症状の一つとして知られているが、 nobiletin はセロトニン、
ノルアドレナリン及びドパミン神経伝達機構を介し、抗うつ作用を示す (Yi et al., 2010)。 
 結論として、本研究では、 nobiletin は MPTP 投与マウスにみられる運動機能
及び認知機能障害を改善することを示した。 Nobiletin は、 CaMKII 及び cAMP シグ
ナルを活性化し、 MPTP 投与マウス線条体及び海馬 CA1 領域において TH リン酸化
反応を亢進した。さらに、 nobiletin は電位依存性 Ca2+ チャネル活性化を介し、ドパ
ミン遊離を促進した (Fig. 19)。以上をまとめると、 TH リン酸化反応亢進作用を介し
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Fig. 19 Schematic representation of the hypothesis from present study. 
Shown is potential mechanisms accounting for resultant improvements in cognition by 
nobiletin. AMPA: alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid, CaMKII: 
Ca
2+
/calmodulin-dependent protein kinase, DARPP-32: dopamine- and cAMP-regulated 








 本研究において、 nobiletin (50 mg/kg, i.p.) による MPTP 誘発性運動機能及び
認知機能障害対する改善作用が示された。 Nobiletin は MPTP 神経毒性に対し耐性を
示さなかった。 MPTP 投与マウスの線条体及び海馬 CA1 領域における CaMKII 自己
リン酸化反応及び cAMP シグナルの下流分子 DARPP-32 (Thr-34) リン酸化反応の低下
が nobiletin 投与 (50 mg/kg, i.p.) により改善された。興味深いことに、 nobiletin (50 
mg/kg, i.p.) 投与により、 MPTP 投与マウスの線条体及び海馬 CA1 領域では、 CaMKII 
及び PKA によってリン酸化される TH Ser-19 及び Ser-40 のリン酸化反応が亢進し、
低下したドパミン量が改善した。 CaMKII 及び PKA 活性化機序を解明するために脳
内ドパミン放出をマイクロダイアリシス法で検討したところ、 nobiletin は線条体及び
海馬 CA1 領域におけるドパミン遊離を有意に亢進した。 Nobiletin によるドパミン遊
離亢進作用は L 型及び T 型電位依存性 Ca2+ チャネル阻害薬により有意に抑制され











 本研究では、 MPTP 亜慢性投与マウスにおける認知機能障害のメカニズムの
一部を明らかにし、 nobiletin による運動機能及び認知機能障害の改善効果とその作用
機序を検討した。 
MPTP 投与マウスの線条体及び海馬 CA1 領域では、 CaMKII 自己リン酸化
反応と基質である GluR1 (Ser-831) リン酸化の低下が顕著であった。これらリン酸化反
応が低下する時期は、行動障害発症時期とパラレルであった。線条体の中型有棘神経細
胞における GluR1 膜発現量及び Ser-831 リン酸化反応の低下が運動機能障害に関与
している (Ba et al., 2006)。また、 海馬領域における CaMKII の活性化は記憶・学習獲
得に必須である (Fukunaga et al., 2009)。一方、両脳領域における PKC 及び ERK の
リン酸化反応に変化はないことから、 CaMKII 自己リン酸化反応の低下が MPTP 投与
マウスの運動機能及び認知機能障害に重要であることが示唆された。 
 抗認知症作用が報告されている nobiletin の投与により、 MPTP 投与マウスの
認知機能障害のみならず運動機能障害も改善した。一方、 nobiletin は MPTP 神経毒性
に対し、ドパミン神経を保護できなかった。行動障害の改善に伴い、線条体及び海馬 
CA1 領域における CaMKII 自己リン酸化反応及び cAMP/PKA シグナルの低下が改善
した。興味深いことに、 nobiletin 投与により、 CaMKII 及び PKA 活性化を介した TH 
リン酸化反応が亢進し、 MPTP 投与によって低下したドパミン量が改善した。これは、 
in vivo において、 TH リン酸化反応の亢進により TH が活性化されたことを示唆して
いる。さらに、 nobiletin は L 型及び T 型電位依存性 Ca2+ チャネル活性化を介し、
線条体及び海馬 CA1 領域でドパミン遊離を亢進した。 
 L 型電位依存性依存性 Ca2+ チャネルと認知機能については、 L 型電位依存性
依存性 Ca2+ チャネル欠損マウスが認知・学習機能障害を呈すること (McKinney and 
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Murphy, 2006; Wegener et al., 2004; Wihte et al., 2008)、 NMDA 非依存性 LTP 形成に L 
型電位依存性依存性  Ca2+ チャネル活性が必須であることが報告されている 
(Moosmang et al., 2005)。一方、 T 型電位依存性 Ca2+ チャネルに関しては、 2014 年
に Gangarossa らによって、 T 型電位依存性依存性 Ca2+ チャネル (Cav3.2) 欠損マウ
スが認知機能障害を示すという報告がなされたが (Gangarossa et al., 2014)、海馬領域に
おける局在や機能及び記憶形成時における生理機能については未だ不明なままである。
当研究室では、新規認知機能改善薬 ST101 が T 型電位依存性依存性 Ca2+ チャネル活
性化を介し、認知機能を向上させることを明らかにしている (Moriguchi et al., 2012)。さ





法を用い、T 型電位依存性依存性 Ca2+ チャネルの海馬における局在を検討し、電気生







しての T 型電位依存性 Ca2+ チャネルの可能性を示している。本研究が、将来 nobiletin 







 実験には、 8-9 週齢の C57BL6 N 雄性マウスを使用した。動物は東北大学大





5-2. MPTP 投与マウスの作製 




 Nobiletin は、 Nagase ら (2005a) の方法に基づき抽出・分離し、 0.5% Tween-80 
溶液に懸濁させた。 Nobiletin は MPTP 最終投与 24 時間後から投与を開始し、 25 




 ローターロッド装置は構築基盤と直径 3 cm、長さ 30 cmの滑り止めがついた
ローラーから構成されている。 MPTP を投与する前に、 20 rpm の速度で回転するロ
ーラー上を走らせ、 200 秒以上走行可能になるまで訓練を繰り返した。試験試行では






 ビームウォーキング装置は四角の細い板 (長さ: 870 mm × 厚さ: 5 mm) から
構成されている。板の両端は高さの違う二つの木製の棒で固定されており、高い方の板
の端に安全なゴールボックスがある (155 mm × 160 mm × 5 mm)。ビームウォーキン
グ試験は、 Ferguson らの方法に従って行った (Ferguson et al., 2010)。 MPTP を投与す
る前に、マウスに板の上を歩かせる訓練を行った。初めはゴールボックスから 10 cm の
所にマウスを置き、ゴールボックスに辿り着かせ、安全な場所であることを認識させる。
その後、 30、 50 及び 80 cm と距離を離していき、最終的に 80 cm 離れた場所から
ゴールボックスに 1 分以内に辿り着くまで訓練を行った。試験試行では、ゴールボッ
クスに辿り着くまでに足を踏み外した回数 (misssteps) を測定し、運動機能を評価した。 
 
5-4-3. Y 字型迷路試験 
 空間記憶を評価する Y 字型迷路試験は Yabuki and fukunaga の方法に基づき
行った (Yabuki and Fukunaga, 2013)。マウスを Y 字迷路アームの一端に置き、 8 分間
自由探索させ、マウスが移動したアームの位置を選択順に記録した。マウスが測定時間
内に各アームに移動した回数をカウントし、 total arm entries とした。さらに、この中
で連続して異なる三つのアームを選択した組み合わせをカウントし、交替行動回数とし
た。交替行動回数の total arm entries から 2 を引いた数に対する割合を、交替率 (空間
記憶の正解率) とし、 alternation (%) で表した。 
 
5-4-4. 新奇物体認識試験 
 新奇物体認識試験は Yabuki and fukunaga の方法に基づき行った (Yabuki and 
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Fukunaga, 2013)。マウスをある 2 つの物体 (積み木) を置いた装置内で 10 分間自由に
探索させた (訓練試行)。訓練試行の 1 時間後、 2 つの物体のうち片方を新奇物体と







 文脈記憶を評価する受動回避試験は Yabuki and fukunaga の方法に基づき行っ
た (Yabuki and Fukunaga, 2013)。 100 W の照明で照らされた明室 (14 × 10 × 25 cm) 
と、床に金属製のグリッドを付けた暗室 (25 × 25 × 25 cm) によって構成された装置
を用いた。 マウスを明室に入れ、暗室に進入した際に electronic stimulator (Nihon 
Kohden, Tokyo, Japan) を用い、床のグリッドに電流を流し、マウスに電気刺激を与えた。
第二章では、 1 mA の電流を 0.5 秒間、第三章では 0.3 mA の電流を 2 秒間マウスに
与えることで恐怖条件付けを行った (訓練試行)。電気刺激 24 時間後、マウスをもう
一度明室に置き、暗室に入るまでの時間を最大 300 秒で測定した (試験試行)。 
 
5-5. 免疫組織化学染色法 
 免疫組織化学染色法によるドパミン神経細胞の染色は Fujita らの方法に基づ
き行った (Fujita et al., 2009)。 MPTP 最終投与 4 週間後、マウスをペントバルビター
ル麻酔下で、 4 % パラホルムアルデヒド溶液により灌流固定した。後固定の後、マウ
ス脳を摘出し、ビブラトームを用い、黒質・腹側被蓋野領域の 50 m 冠状切片を作製
した。リン酸緩衝生理食塩水 (PBS) により洗浄後、3 % H2O2 PBS と 30 分間反応させ
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た。 0.01 % Triton X-100 を含む PBS により 30 分間反応させ、 3 % ウシ血清アルブ
ミンを含む PBS ブロッキング液で  1 時間反応させた。その後、一次抗体  rabbit 
polyclonal anti-TH (1:1000, Millipore, Billerica, MA, U.S.A.) を含むブロッキング液と一晩
反応させた。 PBS 洗浄後、ABC kit (Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, U.S.A.) の
二次抗体と反応させた (biotinylated anti-rabbit IgG, 1:200; Vector Laboratories, Inc)。ペルオ
キシダーゼ反応は 3’3’-diaminobenzidine-tetrahydrochloride (DAB; Sigma) により検出し
た。洗浄後、エタノールにより脱水を行い、キシレンに浸した後、Entellan (MERCK, 
Dannstadt, Germany) により封入した。光学顕微鏡を用い、腹側被蓋野及び黒質緻密部に
おける TH 陽性細胞数をカウントした。 TH 陽性細胞は Saline 投与マウスに対する
割合 (%) で表している。腹側被蓋野及び黒質緻密部の位置は Paxinos and Franklin のブ
レインマップにより同定した (Paxinos and Franklin, 2001)。 
 
5-6. 免疫ブロット法 
 免疫ブロット法は Yabuki らの方法に基づき行った (Yabuki et al., 2013a)。マウ
ス断頭後、線条体及び海馬 CA1 領域を摘出し、液体窒素により凍結後、 -80 °C で組
織を保存した。細胞溶解液 (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.5 % Triton X-100, 4 mM EGTA, 10 
mM EDTA, 1mM Na3VO4, 30 mM sodium pyrophosphate, 50 mM NaF, 50 nM calyculin A, 50 
g/ml leupeptin, 75 g/ml pepstatin A, 50 g/ml trypsin inhibitor and 1 mM dithiothreitol) で
ホモジナイズ後、 10 分間遠心し (15,000 rpm, 4 °C) 、上清を分離した。タンパク質濃
度を Bradford 法により測定後、サンプルに Laemmli's sample buffer を加え、 100 °C
で 3 分間加熱した。タンパク質濃度を調整し、 10 % SDS- ポリアクリルアミドゲルに
サンプルをアプライし、 80 mA で 150 分間 SDS-PAGE を行った。泳動後、タンパク
質を PVDF メンブレンに 70 V で 120 分間転写した。抗体の非特異的結合を防ぐため
にスキムミルクを 5 % の濃度で溶解した TTBS (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl 
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and 0.1 % Tween 20) 溶液中にメンブレンを浸し、常温で 1 時間反応させた。その後、
メンブレンを anti-phospho-CaMKII (1:5000; Fukunaga et al., 1988), anti-CaMKII (1:5000; 
Fukunaga et al., 1988), anti-phospho-DARPP-32 (Thr-34) (1:1000; Imgenex, San Diego, CA, 
USA), anti-DARPP-32 (1:1000; Millipore), anti-phospho-ERK 1/2 (Thr202/Tyr204; 
Thr185/Tyr187) (1:1000; Cell Signaling, Woburn, MA, USA), anti-ERK 1/2 (1:1000; Cell 
Signaling), anti-phospho-GluR1 (Ser-831) (1:1000; Millipore), anti-GluR1 (1:1000; Millipore), 
anti-phospho-PKCα (Ser-657) (1:1000; Millipore), anti-phospho-synapsin I (Ser-603) (1:2000, 
Chemicon, Temecula, CA, USA), anti-synapsin I (1:2000, Fukunaga et al., 1992), 
anti-phospho-TH (Ser-19) (1:1000; Millipore), anti-phospho-TH (Ser-40) (1:1000; Millipore), 
anti-phospho-TH (Ser-31) (1:1000; Millipore), anti-TH (1:1000; Millipore) 及び anti-β-tubulin 
(1:10,000; Sigma) の抗体を用いて、 1 晩、 4 °C の条件下で一次抗体と反応させた。 
TTBS 溶液で洗浄後、メンブレンを Horseradish peroxidase-labeled anti-rabbit IgG (1:5000) 
(GE healthcare, Buckinghamshire, UK) または Horseradish peroxidase-labeled anti-mouse 
IgG (1:5000) ( GE healthcare, Buckinghamshire, UK) の二次抗体と常温で 60 分間反応さ
せた。 TTBS 溶液による洗浄後、 ECL detection system (GE healthcare) により発光させ、 
Imagegause version 3.41 (Fuji Film, Tokyo, Japan) により検出及び定量解析を行った。 
 
5-7. 電気生理学的解析 
 電気生理学的解析は  Moriguchi らの方法に基づき行った  (Moriguchi et al., 
2008)。マウス脳を矢状に切断し、海馬 CA1 領域を含む脳スライス (400 m) を作製し
た。海馬スライスを、 95 % O2/5% CO2 ガスで飽和させた人工脳髄液 (ACSF) と、室温 
(28 °C) で 2 時間反応させた。その後 34 °C ACSF 下で 2 時間反応させ、測定用チャ
ンバーに海馬スライスを移動させ、 34 °C ACSF を 2 mL/min の速度で還流させた。 
fEPSP は刺激電極をシェファー側枝に置き 0.05 Hz のテスト刺激により誘起させ、 3 
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M NaCl で満たされたガラス電極を海馬  CA1 領域に置き記録した。記録には 
single-electrode amplifier (CEZ-3100, Nihon Kohden, Tokyo, Japan) を用い、 fEPSP の最大
値を記録し、 1 分間ごとにその平均値 (3 トレースの平均) を A/D converter (PowerLab 
200; AD Instruments, Castle Hill, Australia) により求めた。ベースラインが安定した後に、
高頻度刺激 (100 Hz、二回) により、 LTP を誘起した。 
 
5-8. マイクロダイアリシス法 
 マイクロダイアリシス法を用いた検討は、 Yabuki らの方法に基づき行った 
(Yabuki et al., 2013b)。ガイドカニューレ (AG-4; Eicom, Kyoto, Japan) を背側線条体 
(AP= +0.9, L= +2, V= -2) 及び背側海馬 CA1 領域 (AP= +1.5, L= +1, V= +1) 設置し、ガ
イドカニューレに透析プローブ (A-I-4-02, 2 mm long dialysis membrane; Eicom) を挿入
した。 24 時間後、マウスの回復を確認し、無麻酔、自由行動下でプローブをマイクロ
ポンプ (ESP-64; Eicom) に接続し、リンゲル液を 2 L/min の速度で流した。ダイアリ
シス試料は 6 分毎に採取し、オートインジェクター (EAS-20; Eicom) を用いカラムに
打ち込みを行い、分析には微量生体試料分析  (HPLC-ECD) システム  (HTEC-500; 
Eicom) を用いた。ベースラインのドパミン量が安定した後、 nobiletin を投与した。ま
た、各電位依存性 Ca2+ チャネル阻害薬はマイクロポンプを用い、透析プローブを介し




マウス断頭後、線条体及び海馬 CA1 領域を摘出し、液体窒素により凍結後、 
-80 °Cで組織を保存した。組織ドパミン量の測定は Lu らの方法に基づき行った (Lu et 
al., 2010)。凍結した組織の質量を測定した後、内標準物質として 100 ng/ml のイソプロ
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テレノールを含む 0.2 M 過塩素酸溶液 200 l を加え、氷上でホモジナイズした。ホモ
ジナイズ後、 15 分間遠心し (20,000 × g, 4 °C) 、上清を分離した。上清中のドパミ




二群間比較には Student's t-test により検定処理した。  1 要因で分類される多群間比較
には、 Scheffe’s test または Dunnett’s test を用い one-way analysis of variance により検
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